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oSapenvattlng.
Het enz1rm para-hydroxy benzoaat hydroxylase (PHBH) uit de bacterie
Pseudomonas fTuorescence katalyseert de volgende reactie:
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Het enzyrn bestaat uit een keten opgeboulrd uiË 392 aminozuren met als
prosthetische groep flavine adenine dinucleotide (FAD), dat niet
coval-ent, doch wel op zeer specifieke wijze aan het eiwit gebonden is.
De eigenschappen van de flavine worden in belangrijke nate door de
interaeties neÈ het eiwit bepaald. In PHBH activeert de flavine een
zuurstof molecule waarvan één atoom op één zeer specifieke plaats wordt
ingebouwd ln het substraat, terwijl heË andere atoom een watermoleeuul
vormt. Hiervoor zljn vier electronen nodig: tríee vrorden geleverd door
het coenz)rm NADPH, de andere twee door het subsËraat. De beschreven
reactie is een eerste stap in de afbraak van de zeer stabiele
aronalische ring.
De hydroxylering van p-hydroxybenzoaat verloopt wia een aantal
afzonderlijke stappen. De reductie van de flavine vindt plaats nadat
het enz)rm-substraat eomplex gevornd is. De regctie van zuurstof
(Or)nec de gereduceerde fl-avine í-s pas nogellJk als NADP'nÍ-et meer aan
het gereduceerde enzyrn-substraat complex gebonden is. De volledige
"kringloop" van het enzym is weergegeven in figuur 1.
PHBH katalyseert in feite twee reacties: (1) reductie van FAD door
NADPH, (2) de hydroxylacie van het substraat. Orn het mechanisme van
deze reaccies,  de wisselwerking tussen f lav ine en eiwl t  en de substraat
specificitelt goed te kunnen bestuderen is het noodzakelijk de
driedimensionale structuur van het eivrit te kennen. Die kan worden
bepaald d.m.v.  róntgendi f f ract le.  De structuur van PHBH met substraat
( I I )  werd reeds bepaald tot  een oplossend vermogen van 2.5 À door
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De voortgang van het PHBH onderzoek verd daarna echter ernstig
belemmerd doordat  het  enzym niet  meer goed wi lde kr is ta l l lseren en
zonder goede krístallen is róntgendiffractie onnogelijk. Het bleek dat
het PHBH-preparaat niet homogeen nas: op een ionenwisselaar werden
fracties met een verschillende lading geisoleerd en net HPLC
gelfiltratie werden verschillende aggregaÈietoestanden waargenomen. Er
zí jn sterke aanwi jz ingen dat  de oxydatíe van Cys-1-1-6,  d ie een posi t íe
heeft aan het oppervlak van het er:.zp, de ootzaak is van deze
heterogeniteit. Goede krlstallen worden alleen verkregen door díe
fracties te gebruiken welke hoofdzakeliJk dineren bevatten met een
intacte SH-groep aan Cys-116. Het toevoegen vàn de reduct iemiddelen
zoals d i th ioniet ,  d i th iotre i to l  en sul f iet  z i jn gunst ig voor de
kristallisatie waarbij wooral sulfiet een wonderniddel bleek te zijn.
Om de aanhechtingsplaaÈs van het coenz1rn te vinden werden
verschi l lende complexen bereid o.a.  van het  ênz)nn met ADPR (adenine
diphosphor ibose).  Het b leek dat  de kr is ta l len van het  PHBH-substraat
complex, welke anaeroob groeiden in de aanwezigheid van dithioniet en
ADPR, kleurloos waren. De natieve kristallen met een geoxydeerde
flavine zijn helder geel. Iíe konden aantonen dat de kleurloze kristallen




Een andere manier  om kleur loze kr is ta l len te werkr i jgen is  door
reduct ie wan de f lav ine net  NADPH in afwezigheid van zuurstof .  Hierwoor
l rerden kr is ta l len van het  enz1ru-substraat  complex gebruikt .  In
afwezigheid van zuurstof  stopt  de react ie na reduct ie van de f lav ine.
Laten \^re echter daarna zuurstof toe dan zí1n er sterke aanwijzíngen dat
in de kr is ta l len het  product  3,4 d ihydroxybenzoezuur l tordt  gewormd.
We hebben de structuur van het gereduceerde enzym substraat bepaald
en vonden dat  deze vr i jwel  ident iek ís aan die van het  geoxydeerde
complex. De gereduceerde flavinering is vlak en in de omgeving van de
Nl zí jn geen werschuiwingen Ee z ien in het  e iwi t .  Di t  wi js t  eroP dat
de N1 posi t ie n iet  geprotoneerd is .
De bindingsplaats van het  NADPH is helaas nog steeds niet
exper imenteel  bepaald.  Vele pogingen daartoe middels drenkproeven en
co-kr is ta l l isat ies met NADPH en NADPH-analoga hebben tot  nu toe nog
geen enkele aanwijzing voor de bindingsplaats opgeleverd. Op grond van
de structuur wan het enzym-substraat complex kan wel een bindingsPlaats
worden woorspeld.  In het  kr is ta l  wordt  een deel  van de woorspelde
bindingsplaats afgeschermd door buurmoleculen in het  kr is ta l .  Deze
afscherrning en de hoge ionstrekte van het  kr is ta l l isat ie medium
belernmeren waarschi jn l i jk  de binding van NADPH in de kr is ta l len.
Een kr is ta l l isat ie d ie nog steeds erg moeizaam ver looPt is  d ie van
het substraat-vr i je er^z]yn- (1) .  Met dr ie kr is ta l len van mat ige
kwal i te i t  werd een data set  tot  3,0 À verzameld en de structuur
berekend, Grote conformat ie verander ingen met betrekking tot  de
onderlinge orientaÈie van de domains vterden nieÈ gevonden. i.Iel zijn in
het  act ieve centrum enkele residuen duidel i jk  verschoven, zoals ArE-
2L4 ,  A rg -220 ,  Ty r -222  en  Ty r -201 .  Op  de  p l aa t s  van  he t  subs t raa t  z í t
waarschi jn l i jk  water.  Verder is  de posi t ie van de f lawine ten opzichte
van het  e iwi t  iets veranderd vtaardoor de contacten met het  e iwi t  wat
verzwakt  l i jken te zí jn.  Het  act ieve centrum is ook in de
kr ista lst ructuur van het  substraatvr i je enzym niet  erg toegankel i jk .
Door een grotere beweegl i jkheid van de PHBH domains t .o.v.  e lkaar zou
het substraat echter toch vrij gemakkelijk kunnen v/orden gebonden.
Misschien is  deze beweegl i jkheid ook de reden voor de s lechte
kr ista l l isat ie resul taten met het  substraat  vr i je eÍrzp.  Het substraat
f ixeert  a ls het  vtare de domaíns rondom het act ieve centrum door
interact ies meÈ zowel  hydrofobe a1s pola i re aminozuren in het  act ieve
cenÈrum. De f lawine r ing kr i jgt  h ierdoor minder bewegingsvr i jheid en de
or ientat íe van de f lav ine r ing t .o.v.  het  e iwi t  verandert  zodanig dat
de pola i re interact ies van f lav ine-N(1),  -02 en O4 met het  e iwí t  worden
versterkt  en een negat ieve lading op N(1) in het  gereduceerde ei rv i t
beter  gestabi l iseerd wordt  door het  e lectr isch veld van de hel ix  d ie
naar het  act ieve centrum wi js t .  De f lav ine-N(S) vornt  zowel  in het
substraac vr i je a ls in het  substraat-enzJrm complex geên
Íraterstofbruggen. De react iv i te i t  van de f lav ine C4a posi t ie v;ordt  dus
1 3 1
in  PHBH niec gereguleerd door een waterstofbrug met de f lav ine N(5)
zoals woorgesteld is  door Massey en Hemmerich (Biochem. Soc.  Trans 8,
p . 2 4 6 )  .
Ook in het gereduceerde enz)rm substraat complex (IV) wormt de
f lavine-N(5) geen waterstofbrug met het  e iwi t .  Zowel  in het
gereduceerde als in het geoxydeerde enzym substraat courplex is de
f lavine r ing v lak.  Moonen heeft  er  in z i jn proefschr i f t
( i íageningen,L983) op gevrezen dat  een v lakke f lav ine r ing waar in N(10)
en N(5) vol ledig spz gehybr id iseerd z i jn een hoge af f in i te i t  heef t  voor
zuurstof .  In het  substraat  wr i je enzyn is  vooral  rond de N(5) posi t ie
de elecÊronendichtheid s lecht  te interpreteren,  zodat n iet  ís  vast  te
stel len of  de N(5) bui ten het  f lav ine v lak is  komen te l iggen zoals is
geconcludeerd uit NMR rnetingen door Moonen (proefschrift, I,Iageningen
1 9 8 3 ) .
De reactie met zuurstof en de daarop volgende hydroxylering wan het
substraat  ver lopen zo snel  dat  het  noei l i jk  is  om de structuur van de
intermediai ren te bepalen.  Onze resul taten wi jzen erop dat  de
hydroxyler ing ook in het  kr is ta l  kan plaats v inden. Visser heef t  op
grond van de structuur van het geoxydeerde enzym substraat complex een
mechanisme woorgesteld r,raarin de hydroxylering verloopt via een flavine
(C4 -C4a ) -d i oxe taan  i n t e rmed ia i r  (Eu r .  J .  B i oche rn  (1983 )  135 ,  p .  543  )
AangezÍ-en de structuur van het gereduceerde enz)rm substraat complex
gel i jk  is  aan dat  van het  geoxydeerde,  vr int  d i t  mechanisme aan kracht .
Al ternat ieve mechanisrnen vereisen toË dusver sËeeds een aantal
conformat ie veranderíngen in het  act ieve centrum, In owereenstemning
met de structuur spelen z i jketen groepen geen ro1 in d i t
react iemechanisme. Meer exper imenÈe1e gegevens zí jn nodig om de
preciese mechanismes, zowel  met betrekking tot  de reduct ie react ie a ls
ook m.b.c.  de hydroxylat ie react ie op te helderen.  Wel l icht  kunnen ook
theoret ische berekeningen belangr i jke aanwi jz ingen gewen.
De structurele onderzoekingen hebben tot  nu toe reeds veel
informat ie opgeleverd,  waardoor het  inz icht  in de structuur- funct ie
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